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(57) Abstract 

The invention relates to a new bio-sensor, whereby the structure of the gas sensor known from EP 0 588 153 BI is used for 
bio-sensory measurements. The special structure of the known sensor enables a two layer enzyme membrane to be formed. Said membrane 
has a considerably enhanced functionality compared to other known enzyme membranes. 

(57) Zusammenfassung 



Die Erfindung stellt einen neuen Biosensor vor, bei dem die Struktur des aus der EP 0 588 153 Bl bekannten Gassensors ftlr 
biosensorische Messungen genutzt wird. Dabei wird mittels der speziellen Struktur dieses bekannten Sensors die Ausbildung einer 
Zwei-Schicht-Enzymmembran moglich, die gegenuber den bekannten Enzymmembranen eine deutlich gesteigerte Funktionalitat hat. 
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Beschreibung 

Mikrostrukturierter Biosensor, Verwendung des Biosensors und 
Verfahren zur Immobilisierung von Biokatalysatoren 

5 

Die Erfindung betrifft einen mikrostrukturierten, planaren 
Biosensor, insbesondere einen Biosensor mit einem Enzym als 
Biokatalysator . Weiterhin betrifft die Erfindung die Ver- 
wendung des Biosensors sowie ein Verfahren zur Immobilisie- 
10 rung von Biokatalysatoren. 

Es gibt bereits Analysengerate mit Erkennungsschichten aus 
Enzymmembranen oder Enzymschichten (die beiden Begriffe 
werden hier synonym gebraucht) , mittels denen die durch einen 

15 enzymatischen Umsatz, beispielsweise von Sauerstoff, ver- 
ursachte Anderung der Wasserstof f peroxid- oder Sauerstof f- 
konzentration elektrochemisch oder amperometrisch bestimmbar 
ist (F. Scheller et . al., „Enzym- und Zellsensoren - Anwen- 
dungen, Trends und Perspektiven NN , Spektrum der Wisse'nschaf t , 

20 September 1992, Seiten 99 bis 103) . Die Funktionali tat ; bei- 
spielsweise das Sattigungsverhalten und die Empf indlichkeit , 
eines solchen Biosensors ist in erster Linie von der Qualitat 
der verwendeten Enzymmembran abhangig. Bei der Herstellung 
der Membran mtissen mehrere Kriterien erfiillt werden (P. Vad- 

25 gama und P. W. Crump, ^Biosensors: Recent Trends", Analyst, 
November 1992, Vol. 117, Seiten 1657 bis 1670) . Es muB eine 
moglichst groiie Menge aktiver Enzyme so immobilisiert oder 
gebunden werden, dafi sie weitgehend f unktionsf ahig und aktiv 
bleibt und gleichzeitig in der Membran verhaftet ist. Urn 

30 diese Bindung der Enzyme in der Membran moglichst schonend zu 
erreichen, sind eine Reihe von Techniken erarbeitet worden. 
Es kommen folgende Methoden zum Einsatz: Adsorption, ionische 
Bindung, Absorption, Einschlufi in Mikrokapseln oder in Mem- 
branen und kovalente Bindung an Tragersubstanzen . 
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Die Herstellung der Enzymmembranen erfolgt zum einen durch 
physikalische Bindung der Enzyme in polymeren „Gelen", wie 
Poly (hydroxyethylmethacrylat ) , in denen die Enzyme wie in 
Netzen gehalten werden. Nachteilig daran ist, daii dabei immer 
5 auch Wechselwirkungen zwischen den Gelmolekulen und den 
Enzymproteinen entstehen, die die Flexibilitat der drei- 
dimensionalen Struktur und damit auch die Aktivitat der 
Enzyme nachteilig beeinf lussen . Andererseits werden auch 
Techniken angewandt, mittels denen die Enzymproteine direkt 

10 an polymere Trager uber kovalente chemische Bindungen ange- 

hangt werden. Dabei wird durch Crosslinking, d.h. Vernetzung, 
zwischen den Aminosaureseitenketten des Enzyms und den akti- 
ven Gruppen des Tragers naturlich erst recht die Dynamik der 
Tertiarstruktur des Proteins beeinf luftt. Diese Struktur ist 

15 jedoch eine wichtige Aktivitatsvoraussetzung des Enzyms, wes- 
halb eine solche Einschrankung der Struktur flexibilitat mit 
einer teilweisen Inaktivierung des Enzyms einhergeht. 

Aus der EP 0 588 153 Bl ist eine Struktur eines planaren, 
20 mikrostrukturierten Gassensorchips mit einer ersten, inneren 
und einer zweiten, aufieren Begrenzungsstruktur bekannt. Diese 
Struktur ermoglicht die Ausbildung einer Topf-Deckel-Struktur 
fur eine Mefilosung (Elektrolytlosung) dadurch, dafi innerhalb 
der ersten, inneren Begrenzungsstruktur die Elektrolytlosung 
25 (Topf) eingebracht wird, und innerhalb der zweiten, aufieren 
Begrenzungsstruktur ein hydrophobes und abschirmendes Mate- 
rial (Deckel) so eingebracht wird, dafi es die Elektrolyt- 
losung, zusammen mit der ersten, inneren Begrenzungsstruktur, 
vollstandig bedeckt. Mit diesem planaren Sensorchip werden 
30 elektrochemisch Gase, wie Sauerstoff und Kohlendioxid, be- 
stimmt . 

Fur biosensorische Bestimmungen mit einem Sensorchip dieser 
Art gab es bislang keine Topf-Deckel-Struktur, weil als Er- 
35 kennungsschicht ( „Meftl6sung" ) nur die Enzymmembran, die aus 
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einer einzigen homogenen Schicht gebildet ist, zur Verftigung 
stand. Die beiden Begrenzungsstrukturen des Chips konnten 
also bislang fur biosensorische Bestimmungen nicht ausgenutzt 
werden, weil zur Ausbildung der Topf-Deckel-Struktur zwei 
5 Schichten anstelle einer einzigen homogenen Schicht vorliegen 
mtissen. 

Aufgabe der vorliegenden Erf indung ist es daher, einen Bio- 
sensor mit verbesserter Funktionalitat zur Verftigung zu stel- 

10 len, dessen Erkennungsschicht aus zwei Schichten besteht und 
in der die Dynamik der Tertiarstruktur der Enzyme unverandert 
bleibt. Weiterhin ist es Aufgabe der Erf indung, Anwendungen 
fur einen solchen Biosensor zu finden. Schlieiilich ist es 
Aufgabe der Erf indung, ein- Verf ahren zur Verftigung zu stel- 

15 len, mit dem eine Topf-Deckel-Struktur auf einem Sensorchip 
mit einer inneren und einer aufteren Begrenzungsstruktur her- 
stellbar ist. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein mikrostruktur ierter , 
20 planarer Biosensor, bei dem der biomolekulare Umsatz, der 

gemessen werden soil, elektrochemisch bestimmbar ist, wobei 
der Sensor zumindest zwei Begrenzungsstrukturen auf einem 
planaren Substrat umfafit: 

- eine erste, innere Begrenzungsstruktur, die mit einer 
25 Enzymmembran angeftillt ist, und 

- eine zweite, auiiere Begrenzungsstruktur, die mit einer 
polymeren Abdeckschi-cht , die die erste Begrenzungsstruktur 
mit der Enzymmembran vollstandig bedeckt, angeftillt ist. 

30 Aufierdem ist Gegenstand der Erfindung die Verwendung des 

Biosensors in der Medizin, namlich bei der minimal-invasiven 
Bestimmung von Leitmetaboliten, wie Glucose und Lactat, im 
Blut . 
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Schlieftlich ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur 
Immobilisierung von Biokatalysatoren, bei dem in einem ersten 
Schritt der Biokatalysator in einer flussigen Losung auf ein 
Substrat in eine erste, innere Begrenzimgsstruktur eingefullt 
5 wird, in einem zweiten Schritt dort getrocknet wird und 

schlieftlich in einem dritten Schritt mit einer polymerisier- 
baren Abdeckschicht uberzogen wird. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus 
10 den Unteranspruchen und der Beschreibung . 

Bevorzugt wird als Biokatalysator ein Enzym, besonders bevor- 
zugt eines, das als Cosubstrat (Coenzym) Sauerstoff braucht, 
wie Glucoseoxidase oder Lactatoxidase, eingesetzt. 

15 

Bevorzugt enthalt die Enzymmembran eine Puf f erlosung, die 
Triethylenglykol und einen Phosphatpuf f er umfafit* Ein Bei- 
spiel daftir ist eine Losung aus 5000 U Glucoseoxidase, 120 yil 
einer Phosphatpuf f erlosung (Konzentration 100 mmol/1, pH 7) 
20 und 30 jjl Triethylenglykol. 

AuBerdeiti ist es vorteilhaft, wenn der Enzymmembran eine 
planarisierende Hilf ssubstanz, wie Polyvinylpyrrolidon (PVP), 
zugesetzt wird. 

25 

Vor dem Aufbrlngen der Abdeckschicht muii die Losung mit der 
Enzymmembran oder Enzymschicht so getrocknet sein, daft sie 
gelartig oder kristallin vorliegt. Die fertig vernetzte Ab- 
deckschicht ist wasserdurchlassig, so daft die Enzymschicht im 
30 Betriebszustand des Biosensors wieder feucht sein kann, damit 
die Enzyme aktiv sind. 

Bevorzugt wird als Abdeckschicht eine UV-vernetzende Deck- 
schicht eingesetzt. Ein Beispiel dafttr ist ein photostruktu- 
35 rierbares Hydroxyethylmethacrylat-Harz (HEMA-Harz) , bestehend 
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aus einer Losung von 2,374 g HEMA, 0,025 g Dimethoxyphenyl- 
acetophenon (DMAP) und 0,075 g Tetraethylenglykolmethacrylat 
(TEGM) in 60 yl Triethylenglykol . Es konnen auch andere poly- 
merisierbare Substahzen eingesetzt werden, solange sie unter 
Bedingungen harten oder auspolymerisieren, die der Biokata- 
lysator unbeschadet vertragt. Die fertige, d.h. auspolymeri- 
sierte Deckschicht muJ3 so beschaffen sein, daii sie far alle 
an der Reaktion beteiligten Stoffe, aufler dem Biokatalysator, 
durchlassig ist. Beispielsweise mu/5 sie, wenn Glucose be- 
stimmt werden soil, fur Wasser, Sauerstoff und Glucose durch- 
lassig sein, nicht aber fur das Enzym Glucoseoxidase . 



Bevorzugt liegt der Biokatalysator in der Membran moglichst 
trocken, d.h. entweder kristallin oder gelartig, vor. Als 
15 kristallin wird hier eine Enzyimneitibran bezeichnet, die 
trocken und planar ist. 

Die Begrenzungsstrukturen sind Polymerstrukturen, die bei- 
spielsweise aus einem Kunststoff wie Polyimid gebildet sein 
20 konnen. Die Begrenzungsstrukturen konnen unterschiedlich hoch 
oder gleich hoch sein. 

Die Erfindung ermbglicht eine wesentliche Verbesserung der 
Funktionalitat von Biosensoren, weil sich das Biomolekul ohne 
storende Wechselwirkung im „Topf» bewegen kann und wegen des 
„Deckels" in der Mefllbsung gehalten wird. Dies zeigt sich 
ganz besonders im verbesserten Sattigungsverhalten (Messungen 
bis zu einer Glucosekonzentration von ca. 35 mmol/1 sind mog- 
lich) und in der gesteigerten Sensorempf indlichkeit (Strom- 
dichten von > 100 nA-l/mmol-mm* bei Konzentrationen von 
< 20 mmol/1 Glucose) des erf indungsgemafien Biosensors. 

Die erreichte Empf indlichkeit und das Sattigungsverhalten 
lassen einen Einsatz der Erfindung sowohl im medizinisch- 
35 physiologischen Rahmen zu, der zwischen 3 und 20 mmol/1 
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(Konzentration an zu messender Substanz) liegt, als auch in 
der Biotechnologie, bei der - je nach Anwendungsf all - die 
Anf orderungen bis zu einem Bereich von 100 nimol/1 und in 
Extremf alien auch dariiber reichen. 
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Patentanspruche 

1. Mikrostrukturierter, planarer Biosensor, bei dem der zu 
messende biomolekulare Umsatz elektrochemisch bestimmbar 1st, 
wobei der Sensor zumindest zwei Begrenzungsstrukturen auf 
einem planaren Substrat umfaJit: 

- eine erste, innere Begrenzungsstruktur, die mit einer 
Enzymmembran angefullt ist, und 

- eine zweite, auiiere Begrenzungsstruktur, die mit einer 
polymeren Abdeckschicht, die die erste Begrenzungsstruktur 
mit der Enzymmembran vollstandig bedeckt, angefullt ist. 

2. Biosensor nach Anspruch 1, bei dem das Enzym als Co- 
substrat Sauerstoff benStigt. 

3. Biosensor nach Anspruch 1 Oder 2, bei dem in der Enzym- 
membran eine Pufferlosung enthalten ist, die Triethylenglykol 
und einen Phosphatpuf f er umfaJSt. 

4. Biosensor nach einem der Anspruche 1 bis 3, bei dem die 
Abdeckschicht ein UV-vernet zendes Polymer ist. 

5. Biosensor nach Anspruch 4, bei dem die Abdeckschicht ein 
photostrukturierbares Hydroxyethylmethacrylat-Har z ist. 

6. Biosensor nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, 
bei dem das Enzym in der Enzymmembran kristallin vorliegt. 

7. Verwendung des Biosensors nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 6 zur minimal-invasiven Bestimmung von 
Glucose oder Lactat im Blut . 

8. Verfahren zur Immobilisierung von Biokatalysatoren, bei 
dem in einem ersten Schritt ein Biokatalysator in einer 
fliissigen Losung auf ein Substrat in eine erste, innere 
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Begrenzungsstruktur eingefullt wird, in einem zweiteri Schritt 
dort getrocknet wird und schliefilich in einem dritten Schritt 
mit einer polymerisierbaren Abdeckschicht iiberzogen wird. 
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